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Las larvas de Anisakis simplex
incubadas en medio acido diluido liberan
alergenos que pueden tener utilidad

en diagnostico clinico

Fundamento: Las larvas L3 de Anisakis simplex infectan al hombre tras la ingestion de
pescado crudo parasitado. Esto implica que dichas larvas interrumpen un periodo de re-
poso, recuperan la movilidad y resisten la digestion con pepsina a bajo pH cruzando la
barrera mucosa. El objetivo fue estudiar si las larvas secretan alergenos al ser incubadas
en condiciones que simulan el jugo géstrico.

Meétodos: Las larvas se incubaron en concentraciones crecientes de HCI en distintas
condiciones. La presencia de alergenos en el medio de incubacion se detectd por IgE-
immunoblotting utilizando una mezcla de sueros positivos. El valor diagnostico de los
alergenos secretados se estudid con sueros de tres grupos de pacientes clasificados por
sus manifestaciones clinicas.

Resultados: Las larvas liberaron una considerable cantidad de protena al medio. Este fe-
nomeno fue detectable a los 30 minutos y casi completo después de 120 minutos. La li-
beracion Optima se obtuvo a 37°C y una concentracion de HCI entre 50 y 100 mmol/L.
Conclusiones: Las larvas L3 de Anisakis simplex liberan una gran cantidad de proteinas
cuando se incuban en medio 4cido diluido. La concentracion dptima de 4cido fue simi-
lar a la de un fluido gastrico simulado, lo que podria explicar los sintomas alérgicos
agudos que aparecen en algunos pacientes. Los alergenos liberados podrian ser utiliza-
dos para diagndstico debido a que muestran la misma sensibilidad que un extracto cru-

do total de las larvas.
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Anisakis simplex larvae release
allergens during a short incubation
in diluted acid which can be used
for clinical diagnosis

Background: Anisakis simplex L3 larvae infect humans after ingestion of raw fish. This
implies that these larvae interrupt a developmental arrest period, recover mobility and
resist pepsin digestion at a low pH before crossing the mucosal barrier. The aim was to
study whether larvae secrete allergens when incubated in conditions that mimic the gas-
tric juice.

Methods: Larvae were incubated in increasing HCI concentrations and under various

conditions. The presence of allergens in the incubation medium was detected by IgE
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immunobloting. The diagnostic value of the secreted allergen
was measured with sera from three groups of patients classified
by their clinical manifestations.

Results: Larvae released a substantial amount of protein to the
medium. This phenomenon was detectable after 30 minutes and
almost complete after 120 minutes. Optimal release was obtai-
ned at 37°C in 50 mmol/L to 100 mmol/l hydrochloric acid.
Conclusions: Anisakis simplex 1.3 larvae released a large amount
of proteins when incubated in diluted hydrochloric acid. Optimal
concentration of acid was similar to a simulated gastric fluid,
and could explain the acute allergic symptoms that appear in so-
me patients. Released allergens could be used for diagnosis sho-

wing the same sensitivity as a total crude larval extract.

Key words: Allergens. Anisakis simplex. Excretory/secre-
tory. IgE. Parasite.

INTRODUCCION

La infeccidon humana por Anisakis simplex es un pro-
blema médico mundial. Un estudio multicéntrico realizado
recientemente en Espafa por la Sociedad Espafiola de
Alergologia e Inmunologia Clinica concluy6 con que la
sensibilizacidn frente a este nematodo se encontraba en
mas del 60% de los pacientes que sufrian urticaria aguda
en regiones de consumo de pescado crudo, pero no en
otras zonas del pais en las que el consumo de pescado era
frecuente pero no se consumia crudo'. Ademas, se pueden
encontrar anticuerpos IgE especificos contra Ani s 1, un
alergeno principal de A. simplex’, en el 12% de la pobla-
cion normal en Madrid®, una region en la que se consume
con frecuencia pescado crudo. Por ello, los métodos sero-
l6gicos se utilizan con profusidon para detectar esta sensibi-
lizacion. Sin embargo, al igual que en el resto de las pa-
rasitosis, los distintos métodos seroldogicos no son
suficientemente especificos, probablemente porque todos
los métodos actuales utilizan extractos totales (somaticos)
del parasito. Como alternativa a este problema se ha desa-
rrollado recientemente un método ELISA altamente sensi-
ble y especifico de captura de antigeno®.

Los extractos sométicos se obtienen por homogeni-
zaciodn de las larvas enteras y contienen todas las proteinas
solubles del parasito. Por el contrario, los extractos excre-
tores/secretores de larvas de Anisakis simplex se han obte-
nido por incubacidn de larvas vivas en medios de cultivo
durante largos periodos de tiempo, incluso hasta 21 dias y
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contienen so6lo los antigenos liberados al medio por las
larvas®®. Recientemente, Kennedy ha considerado que los
antigenos secretados de Anisakis son Optimos para ensayos
serologicos, dado su bajo nivel de reactividad cruzada’.

Las larvas de Anisakis simplex se encuentran en
misculo o visceras del pescado en un periodo de reposo
con detencion del desarrollo. Muchos nematodos, inclu-
yendo Anisakis, infectan a sus hospedadores después de
su paso por el tracto gastrointestinal. Este hecho implica
que las larvas de Anisakis recobran la movilidad y resis-
ten las agresivas condiciones que encuentran en este terri-
torio. Raybourne y col® incluso usan un método basado en
la digestion con pepsina de misculo y visceras para obte-
ner larvas viables L3 de Anisakis. Un bajo pH en el me-
dio, como es el del jugo gastrico, podria ser a la vez una
sehal capaz de inducir cambios metabolicos en las larvas,
ademas de que elevar la temperatura a aproximadamente
37°C ha sido descrito como un estimulo suficiente como
para que larvas de Dirofilaria immitis reinicien su desa-
rrollo".

En este trabajo describimos como la incubacion de
larvas L3 de Anisakis simplex en 4cido clorhidrico diluido
a 37°C, simulando las condiciones fisiologicas del estoma-
go, induce la secrecidon de una cantidad importante de
alergenos.

MATERIAL Y METODOS

Sueros humanos

Treinta pacientes con IgE especifica frente a Anisa-
kis simplex, determinada por CAP (Pharmacia diagnostics,
Uppsala, Suecia), se clasificaron en tres grupos de 10 pa-
cientes cada uno en funcion de sus manifestaciones clini-
cas, para estudiar sus respuestas frente a un extracto crudo
del paréasito y frente a las proteinas secretadas.

Grupo A: pacientes no alérgicos a pescado con sinto-
mas de urticaria, angioedema, broncospasmo y/o anafila-
xia tras la ingesta de pescado.

Grupo B: pacientes sin episodios alérgicos, con sin-
tomas de anisakiasis intestinal: obstruccidn intestinal, do-
lor abdominal, nauseas y vomitos durante las 48 horas
posteriores a la ingestion de pescado.

Grupo C: pacientes con urticaria crdnica sin experi-
mentar mejoria tras una dieta exenta de pescado, con CAP
positivo frente a Anisakis simplex, pero con reconocimien-
to en immunoblot de una Gnica proteina de 45 kDa, suges-
tiva de reaccion cruzada.



En los ensayos realizados para estudiar la liberacion
de alergenos por las larvas se utilizd una mezcla de sueros
seleccionados por su valor de CAP (mayor que clase 4).

Procedimientos de incubacion de las larvas

Las larvas se extrajeron manualmente de las visceras
de Micromesistius poutassou obtenidas de un mercado lo-
cal, se lavaron 5x en agua destilada y resuspendieron en
los diferentes medios, a una concentracion de 50
larvas/mL.

Para estudiar las concentraciones de acido y la in-
fluencia de la temperatura, las larvas se incubaron durante
2 h a diferentes temperaturas y concentraciones de acido
clorhidrico. Seguidamente, las larvas se centrifugaron a
1.000 g durante 5 min y se recogieron los sobrenadantes.
Para la obtencion de los extractos somaticos las larvas
centrifugadas se resuspendieron en PBS y trituraron en
mortero como se describid anteriormente®. Tras una nueva
centrifugacion a 4.500 g durante 5 min, los sobrenadantes
se almacenaron a —20°C. El contenido de proteina se de-
termind mediante el BCA Protein Assay Reagent Kit
(Pierce, Rockford, IL), utilizando seroalbimina bovina co-
mo patron.

Para estudiar la influencia del tiempo de incubacion,
200 larvas se incubaron a 37°C en 4 mL de HCI 50
mmol/L. Una alicuota del medio sobrenadante se tomd a
los 30 minutos, 1 h, 2 h'y 3 h de incubacion.

El resultado de un cambio de pH del medio se estu-
did incubando las larvas en HCI 50 mmol/L durante 1 h a
37°C, lavando las larvas 3x en PBS e incubandolas duran-
te 1 h en medio RPMI 1640. Las larvas incubadas dos ve-
ces en RPMI 1640 se utilizaron como control. Los sobre-
nadantes de los diferentes medios de incubacidn se
recogieron y analizaron para observar su contenido en pro-
tefnas y la alergenicidad.

El efecto de la pepsina sobre los alergenos liberados
al medio se analizd incubando las larvas en HCI 50
mmol/L en presencia de pepsina porcina 1 mg/mL (Sigma,
St. Luis, Mo).

SDS-PAGE e immunoblotting

Los SDS-PAGE se realizaron en minigeles de polia-
crilamida al 16%, el estudio de las proteinas se llevo a ca-
bo mediante tincion con azul de Coomassie (Bio-Rad). La
deteccion de IgE especifica se realizd tras la transferencia
de las proteinas a nitrocelulosa durante 24 h, mediante un
método de difusion seguido de un paso de incubacion de
30 minutos en 3% Nonidet P-40 en PBS. La IgE se detec-
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t6 utilizando un anticuerpo monoclonal anti-IgE humana
(Ingenasa, Madrid) a una diluciéon 1/1.000 durante 3 h y
un antisuero de raton marcado con fosfatasa alcalina (Bio-
source Int, Camarillo, Calif) a una dilucidén de 1/4.000 du-
rante 1 h, como se describio anteriormente’. La mayoria de
los ensayos se realizaron utilizando una mezcla de sueros
positivos, pero también se estudid la respuesta individual
de los diferentes sueros frente al extracto crudo total y
frente a las protefnas excretadas. Para el desarrollo de este
punto, 0,1 mg de los extractos se sometieron a SDS-PAGE
en un minigel sin calles, después de transferir las proteinas
a nitrocelulosa e incubar en Nonidet P-40, las membranas
se colocaron en un miniblotter € incubaron con 0,1 mL de
suero a una dilucion 1/6 en solucion de incubacion’.

Ensayo de inhibicion antigénica

Para el estudio de la existencia de inhibicidn entre
antigenos del extracto crudo del parasito y las proteinas
secretadas, 0,1 mL de una mezcla de sueros positivos se
incubaron con 0,025 mL de antigenos secretados durante 1
hora a temperatura ambiente. Otras alicuotas de la mezcla
de sueros se incubaron en las mismas condiciones con
0,025 mL de extracto crudo, y con 0,025 mL de PBS co-
mo control. Posteriormente, estas mezclas se analizaron
con el extracto crudo y con los antigenos secretados en un
miniblotter, como se ha descrito anteriormente.

RESULTADOS

La figura 1 muestra que la incubacion durante 1 h en
HCI 50 mmol/L inducfia la liberacion de varias proteinas al
medio de incubacion. Se encontrd el doble de proteina en el
medio cuando se utilizd acido diluido (0,26 mg/50 larvas)
en lugar de PBS (0,12 mg/50 larvas). Esta secrecion se in-
crement6 cuando la incubacion se llevo a cabo a 37°C (0,38
mg/50 larvas). Varias proteinas liberadas unfan IgE como
muestra el immunoblotting (figura 1B). Cuando los extrac-
tos somaticos obtenidos tras incubacion en diferentes condi-
ciones se compararon por SDS-PAGE, el perfil de proteinas
obtenido tras la incubacion en medio acido diluido fue cla-
ramente distinto, sugiriendo que las larvas habfan experi-
mentado algunos cambios. Este hecho podria apreciarse
también en el immunoblot (figura 1B, calles 5-8). La con-
centracion optima de 4cido clorhidrico para la liberacion de
alergenos fue entre 50 y 100 mmol/L (figura 2), con una
clara inhibicion al disminuir a 25 mmol/L, y especialmente
cuando se subfa a 200 mmol/L. Sin embargo, todas las con-
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Fig. 1. Influencia de la temperatura y del pH. Tincién con azul de
Coomassie (A) y deteccion de IgE especifica, immunoblot, utilizando
una mezcla de sueros positivos (B). Larvas incubadas en PBS (calles
2,4, 6, 8)oen HClI 50 mmol/L (calles 1, 3, 5, 7) durante 1 h. Incu-
bacion realizada a temperatura ambiente (calles 1, 2, 5, 6) 0 a 37°C
(calles 3, 4, 7, 8). Excretado: sobrenadante obtenido por centrifuga-
cion después de la incubacién. Somatico: proteinas solubles obtenidas
después de centrifugacion de las larvas para obtener los productos
secretados, triturando el pellet en un mortero y resuspendiendo en 1
mL de PBS.
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Fig. 2. Deteccién de IgE especifica, immunoblot, mostrando la
influencia de la concentracion de acido en el medio de incubacion.
Las larvas se incubaron durante 2 h en PBS (calle 1), HCI 200
mmol/L (calle 2), 100 mmol/L (calle 3), 50 mmol/L (calle 4) o 25
mmol/L (calle 5).

centraciones de 4cido analizadas resultaron mas efectivas
que la incubacion de la misma cantidad de larvas en PBS.
La influencia del tiempo de incubacidn en la secrecion se
analizo utilizando las mejores condiciones encontradas:
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Fig. 3. Influencia del tiempo en la liberacién de alergenos. Las larvas
se incubaron en PBS durante 3 h (calle 1) o en HCI 50 mmol/L
durante 30 minutos (calle 2), 1 hora (calle 3), 2 horas (calle 4) 0 3
horas (calle 5). Después de la centrifugacion, los sobrenadantes se
sometieron a electroforesis y se transfirieron para immunoblotting.
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Fig. 4. Influencia del cambio en el medio tras la primera incubacién
durante 1 hora en RPMI 1640 (calle 1) o 50 mmol/L HCI (calle 3).
Las larvas se lavaron 3x en PBS, y resuspendieron de nuevo en RPMI
y se incubaron durante 1 hora.

37°C y HCl 50 mmol/L. Como muestra la figura 3, la pre-
sencia de alergenos en el medio fue ya detectada en el pri-
mer control, llevado a cabo después de 30 minutos de incu-
bacion aumentando lentamente hasta alcanzar una meseta a
las 2 horas, con un incremento minimo en la hora siguiente.

Después de la ingestion, al menos en humanos, las
larvas penetran la mucosa gastrica o intestinal, encontran-
do condiciones completamente diferentes en la composi-
cion fisico-quimica del medio que les rodea. Como se
aprecia en la figura 4, cuando las larvas eran incubadas en
medio de cultivo después de una incubacidn previa en aci-
do diluido, la liberacion de alergenos a este medio era
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Fig. 5. Ensayo de inhibicién antigénica. Una mezcla de sueros positi-
vos se incubaron con: las proteinas liberadas (calle 1), con las prote-
inas somaticas (calle 2), y sin ningin antigeno (calle 3). Deteccién de
IgE especifica, con un extracto crudo del parésito (A), y con los pro-
ductos liberados (B). Sensibilidad a pepsina de los alergenos libera-
dos (C). Deteccion de IgE especifica, utilizando los alergenos liberados
sin pepsina en el medio de incubacion (calle 1) o en presencia de 1
mg/mL de pepsina porcina en el medio (calle 2).
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Fig. 6. Perfiles de deteccion de IgE especifica en sueros de: pacientes
no alérgicos a pescado con sintomas de urticaria, angioedema, bron-
cospasmo y/o anafilaxia tras ingesta de pescado (A), pacientes sin epi-
sodios alérgicos sufriendo anisakiasis intestinal con obstruccién de la
luz intestinal, dolor abdominal, nauseas y vomitos en las 48 horas
después de la ingestion de pescado (B), y pacientes con urticaria cro-
nica sin mejoria tras una dieta exenta de pescado y CAP positivo fren-
te a Anisakis (C). Immunoblot con extracto crudo somatico (superior),
y con alergenos liberados (inferior).

marcadamente inhibida, sugiriendo que era necesario un
pH bajo como estimulo.

Alergenos de Anisakis

Los ensayos de inhibicidon antigénica mostraron que
varias protefnas alergénicas del extracto crudo del parasito
no se encontraban entre los productos secretados. Una de
ellas es una proteina de 45 kDa (figura 5) que es detectada
por el grupo de pacientes C. Por otro lado, los alergenos
liberados resultaron altamente sensibles al efecto de pepsi-
na, como muestra la figura 5C.

Los alergenos secretados se estudiaron con el fin de
evaluar su valor diagndstico utilizando sueros de pacientes
clasificados en tres grupos en funciéon de sus manifestacio-
nes clinicas. Como muestra la figura 6, el extracto somati-
co total y las proteinas liberadas en medio acido fueron
igualmente efectivas para la determinacion de IgE especi-
fica en los sueros estudiados individualmente como predi-
jo Kennedy para los alergenos secretores de A. simplex',
con la excepcidn del grupo C de pacientes. Estos sueros,
como era de esperar por los resultados del ensayo de inhi-
bicidn, no detectaron ninglin alergeno en las proteinas se-
cretadas.

DISCUSION

El presente trabajo demostré que la incubacion de
larvas de A. simplex en un medio acido diluido inducia la
secrecion de un gran niimero de proteinas al medio, entre
ellas varios alergenos. Este efecto se incrementaba cuando
la temperatura alcanzaba los 37°C. La liberaciéon inducida
por 4cido no se acompahaba por una pérdida de movilidad
de las larvas" que pudiera sugerir una toxicidad inducida
por el acido. Por el contrario, las larvas conservaron la
movilidad en medio 4cido diluido durante mas de 96 horas
a 37°C. Ademas, como se muestra en la figura 2, la libera-
cion alcanzd un maximo a una concentracion de HCI entre
50 y 100 mmol/L, mostrando inhibicidn a concentraciones
superiores de acido. En nuestra opinion, estos hechos son
contrarios a un efecto toxico debido a las condiciones de
incubacidn. Sorprendentemente, el pH de las concentracio-
nes Optimas de acido para la liberacion de alergenos por
las larvas es cercano al utilizado por Astwood y colabo-
res” para la digestion in vitro de alergenos simulando el
pH del jugo géstrico.

Bajo condiciones adversas, algunos nematodos su-
fren una interrupcidon reversible en su desarrollo, estadio
dauer, etapa alternativa adaptada para su supervivencia'.
En Caenorhabditis elegans, una sefial en cascada provoca-
da por insulina regula el estadio dauer' y los agonistas
muscarinicos promueven la recuperacion'®. Las larvas de
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A. simplex se obtienen generalmente de visceras de pesca-
do refrigerado durante un prolongado periodo de tiempo
en las que parecen estar en un estado de detencion del de-
sarrollo, esperando para entrar en el tracto digestivo de un
nuevo hospedador. Ashton y Schad'” sugieren que la reanu-
dacion del desarrollo, al entrar a un hospedador, esta pro-
bablemente desencadenada por sehales de hospedador per-
cibidas por neuronas de los parasitos. En nuestro estudio,
las larvas mostraron sensibilidad a sehales quimicas y tér-
micas.

El hecho de que los productos liberados fueran alta-
mente sensibles a digestion con pepsina hace que sea dis-
cutible cualquier explicacidon sobre el papel bioldgico de
esta liberacidn, pero esta sensibilidad a pepsina puede ex-
plicar por qué los pacientes alérgicos toleran la ingestion
de un gran ntimero de larvas liofilizadas o muertas, como
recientemente se ha demostrado'".

Por otro lado, los productos secretados pueden con-
tribuir a perforar la pared gastrica, una vez fuera del al-
cance de la pepsina, debido a que el poro excretor esta lo-
calizado en la proximidad de la boca de la larva. En
efecto, el mejor tratamiento para la anisakidosis géstrica
aguda es la extraccion endoscodpica de las larvas introduci-
das parcialmente en la pared gastrica, como sugieren
Daschner y colaboradores®. Estos autores afirman que las
larvas se encontraron ancladas a la pared del estbmago en
una alta proporcion de pacientes que presentaban sintomas
alérgicos agudos después de ingerir pescado crudo. Este
grupo sugiere que estos sintomas alérgicos agudos se de-
berfan denominar como anisakiasis gastroalérgica. En
cualquier caso, los frecuentes y severos sintomas clinicos
experimentados por los pacientes sensibilizados tras la in-
gestion de pescado parasitado generalmente aparecen ho-
ras después de la ingestidn, y coinciden con este fenome-
no de activacion/liberacion que hemos observado.

Los alergenos liberados demostraron ser un excelen-
te reactivo para diagndstico. Estando libres de los antige-
nos de reaccidon cruzada mas frecuentes de un extracto so-
matico total'®, deberian ser considerados como una
alternativa para el diagnostico, como se muestra en la fi-
gura 6. Los pacientes con anisakiasis intestinal presentaron
perfiles parecidos en el reconocimiento de alergenos que
los pacientes alérgicos. Este hecho fue inesperado debido
a que estos pacientes no referfan ninglin sintoma alérgico,
como previamente ya se habia observado®. Este interesan-
te hallazgo se podria explicar por el hecho de que los aler-
genos liberados son altamente dependientes del pH como
hemos demostrado, y con lo que también estan de acuerdo
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Daschner y colaboradores, al considerar la anisakiasis gas-
troalérgica como una entidad clinica diferente causada por
la penetracion aguda de la pared del estomago por las lar-
vas.

En conclusion, este método simple y rapido de se-
crecion de alergenos puede explicar algunos de los aspec-
tos clinicos de esta parasitosis y contribuir a un diagnosti-
co mas preciso, pero debe ser utilizado en amplios
estudios epidemiologicos para evaluar su especificidad y
sensibilidad. Al mismo tiempo, este procedimiento de ob-
tencion de alergenos podria ser usado con otros parésitos
que atraviesan el tracto digestivo con el objeto de compro-
bar la utilidad diagnostica de estos antigenos liberados por
acido.
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